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(57) Abstract 

To detect fungs cells in clinical material, fungus DNA is extracted from whole blood, and the extracted fungus DNA is subsequently 
tested. This testing enables the conclusion to be drawn that there is a fungal infection. For further diagnosis, the species of fungus are 
subsequently determined from the extracted DNA. In mis connection, the process for extracting the fungus DNA from whole blood involves 
isolation of essentially intact fungus cells from the whole blood and extraction of DNA from the isolated fungus cells. To detect the fungus 
DNA, at least one segment of the fungus DNA to be tested is amplified, and as a result the amplification products are detected, if necessary. 
To further identify the species of fungus, characterising nucleotide sequence sections are determined for the species of fungus. 

(57) Zusammenfassung 

Zum Nachweisen von Pilzzellen in klinischem Material wird Pilz-DNA aus Vollblut extrahiert und die extrahierte Pilz-DNA dann 
nachgewiesen. Aufgrund dieses Nachweises kann auf cine Pflzinfektion geschlossen werden. Fur die weitere Diagnose werden die 
Pilzspezies dann aus der extrahierten Pilz-DNA bestimmt Das Verfahren zum Extrahieren der Pilz-DNA aus Vollblut umfaBt dabei die 
Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut und die Extraktion von DNA aus den isolierten Pilzzellen. Zum Nachweisen 
der Pilz-DNA wird dann zumindest ein Segment der nachzuweisenden Pilz-DNA amplinziert, woraufhin die Amplifikationsprodukte 
gegebenenfalls nachgewiesen werden. Urn die Pilzspezies weiter zu identifizieren, werden fiir die Pilzspezies kennzeichnende 
Nucleotidsequenzabschnitte bestimmt 
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Extraktion f Amplif ikatipn und sgqugntjiqlle qybriflisierung 
von Pilzzellen-DNA sowie Verfahrgn zum Nachweisen von 

Pilzzellen in klinisghgrn Material 

Die vorliegende Erf indung betriff t allgemein ein Verfahren zum 
Nachweisen von Pilzzellen in klinischem Material. 

Derartige Verfahren sind aus der Praxis bekannt, sie beruhen 
standardmSSig auf einer Anziichtung von Pilzspezies aus klinischem 
Material auf entsprechenden Nahrmedien . 
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Durch diese Anzuchtung z.B. in Petrischalen und den Nachweis 
anhand der gewachsenen Oder auch nicht gewachsenen Kolonien 
sind die Nachweisgeschwindigkeit sowie -enpfindlichkeit insbe- 
sondere wegen des langsamen Wachstumes der Pilzspezies stark 
beeintrachtigt . Die Diagnose der invasiven Pilzinf ektion wird 
daher haufig erst durch eine Sufierst koraplikationstrachtige 
Biqpsie eines Organes Oder sogar erst nach dem Tod des Patienten 



Das Interesse an Verfahren zum Nachweisen von Pilzzellen ist 
vor dem Hintergrund zu sehen, dafi insbesondere in den letzten 
Jahren Pilzspezies als bedeutende nosokomiale Pathogene eine 
erhebliche Bedeutung fur itnraunsupprimierte Patienten erlangt 
haben. Vor allem nach Knochencnarkstransplantationen (KMT) , aber 
auch nach Leber-, Nieren-, Pankreas-, Herz- und Herz-Lungen- 
Transplantationen haben invasive Pilzinfektionen erheblich 
zugenommen. So ist es z.B, im Jahr 1994 vor allem in franzosi- 
schen KMT-Zentren zu einer solchen Haufung vor allem von 
Aspergillusinfektionen gekommen, daS diese Zentren mehrere Monate 
geschlossen werden mufiten. 

Neben den organtransplantierten Patienten sind aber auch 
Patienten mit Krebserkrankung, vor allem nach Chemotherapie 
Oder chirurgischen Eingriffen, Verbrennungspatienten sowie 
Patienten auf chirurgischen und neonatalen Intensivstationen 
zunehmend von invasiven Pilzinfektionen betroffen. Sobald es 
bei diesen Patientenkollektiven zu einer Beteiligung eines 
Organsysteraes oder gar mehrerer Organsysteme kommt, betrSgt 
die Sterblichkeit an dieser inf ektiosen Konqplikation zwischen 
80 und 100 %. 



Nur durch eine frflhzeitige Diagnose kann hier der Behandlungs- 
erfolg verbessert werden. Wegen der mit den eingangs erwShnten 
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Standardnachweisverf ahren verbundenen Nachteile werden intensive 
Berauhungen unternommen, eine f riihzeitige Sicherung der Diagnose 
einer systemischen Pilzinfektion zu ermoglichen. 

Neue, auf molekularbiologischen Verf ahren beruhende Techniken 
haben zwar bei einer Reihe von anderen Erregern bereits eine 
sensitivere Diagnostik und damit teilweise auch ein fruh- 
zeitigeres Erkennen und Behandeln der Inf ektionserkrankungen 
ermflglicht , bei Pilzinfektionen war dies bisher jedoch noch 
nicht moglich. 

Aus der Verof fentlichung "Detection of various fungal pathogenes 
in blood samples" in: EBMT 1995, Vol, 15, Suppl. 2, Marz 1995, 
Abstract Book, Abstract 432, S. 103, ist es jedoch bereits 
bekannt, ein DNA-Segment eines Pilz-Genes mittels des PCR- 
Verfahrens zu anplif izieren, um eine Vielzahl von Pilz-Pathogenen 
im Blut zu ident if izieren. Durch zusStzliche Hybridisierung 
mit speziesspezifischen Oligonukleotiden konnten ferner 
verschiedene Pilzspezies voneinander unterschieden werden. 

Die wesentlichen Probleme des Nachweises von Pilzinfektionen 
mit Hilf e molekularbiologischer Techniken sind dabei auf die 
sehf konplexe Zusammensetzung der Pilzzellenwand zuriickzuf uhren , 
die bisher zeitaufwendige aber auch teure Extraktionsverfahren 
erforderlich machen. 

Ein weiteres Problem besteht darin, dafi eine zunehmende Zahl 
von Pilzspezies bei den iinrnunsuppriraierten Patienten bedrohliche 
Infektionen auslosen kann, woraus die Notwendigkeit resultiert, 
eine Ffille von verschiedenen Pilzgattungen und -stammen bei 
diesen Patienten erf assen und bestimmen zu miissen. Da sich die 
Therapie der Infektionen bei verschiedenen Pilzspezies namlich 
unterscheidet, ist es folglich erforderlich, nicht nur alle 
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Pilzspezies erfassen, sondern diese auch dif f erenzieren und 
identif izieren zu konnen. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erf indung, 
das eingangs erwShnte Verfahren dahingehend weiterzubilden, 
daS eine fruhzeitige Diagnose einer Pilzinfektion moglich wird. 

Das Verfahren soil dabei moglichst schnell und einf ach durchzu- 
fuhren sein, mSglichst viele Pilzspezies erfassen und in einer 
Weiterbildung auch identif izieren k6nnen. 

Das erfindungsgemaS gefundene Verfahren zum Nachweisen von 
Pilzzellen in klinischem Material umfaBt die Schritte: 

■ 

1. ) Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut; und 

2. ) Nachweisen der extrahierten Pilz-DNA. 

• • ■ • 

* * * 

Durch die Abkehr von der bisher bekannten Anzuchtung von 
Pilzspezies aus klinischem Material und den Zugriff auf die 
Pilz-DNA selbst wird ein Verfahren geschaf f en, das bei hoher 
Sensitivitat fiber den Nachweis von pilzspezif ischer DNA den 
sehf f ruhen Nachweis von Pilzinf ektionen ermdglicht . Weil der 
Nachweis sozusagen auf der DNA-Ebene durchgefOhrt werden kann, 
lassen sich zu m i n d e st zum Teil hoch enpfindliche, gut etablierte 
und schnell durchzufuhrende Verfahren einsetzen, so HaR gegenQber 
dem bekannten Verfahren bezuglich Sensitivitat und Geschwindig- 
keit grofie Vorteile erzielt werden, Dabei ist darauf zu achten, 
dafi die Freisetzung und Reinigung der Pilz-DNA nicht nur rasch, 
sondern auch nahezu vollstSndig und relativ rein erfolgen muS, 
urn eine hohe Sensitivitat zu gewahrleisten und eine schnelle 
Diagnose zu ermdglichen. . 
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Darilber hinaus sollte das neue Verf ahren fur eine Vielzahl von 
Pilzspezies sensitiv sein, wobei mit mdglichst wenigen Verfah- 
rensschritten die Pilzspezies auch identifiziert werden sollten. 

Diese weitere Anfgabe wird bei dem obengenannten neuen Verf ahren 
durch den folgenden Verfahrensschritt erreicht, der zusStzlich 
oder anstelle des Verf ahrensschrittes 2.) durchgefuhrt wird: 

3.) Bestimmen der Pilzspezies aus der extrahierten Pilz-DNA. 

Dieses Verf ahren hat den weiteren Vorteil, dafi die Diagnose 
der spezif ischen Pilzinfektion auf der DNA-Ebene sehr rasch 
durchzufuhren ist und eine hohe Spezif itat aufweist, da z. B. 
bekannte Sequenzierverf ahren verwendet werden k6nnen. 

Bei den einzelnen Schritten des neuen Verfahrens waren viele 
Probleme zu uberwinden, die sich zum Teil aus der Zusammensetzung 
der Pilzzellenwand und aus der Tatsache ergaben, dafi ein GroSteil 
der Pilzzellen sich nicht im Vollblut f rei in L6s\ing sondern 
nach Phagozytose in vers chiedenen Blutzellpqpulationen befindet,. 
vor allem in Granulozyten und Makrophagen . 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist daher auch isoliert 
der erste Verfaihrensschritt, also die Extraktion von Pilz-DNA 
aus Vollblut. Dieses Verf ahren wird zwar vorteilhaft in der 
Diagnostik eingesetzt, urn eine Pilzinfektion bei einem Patienten 
nachweisen zu konnen, es findet aber auch dort Anwendung, wo 
Pilz-DNA fur anderweitige Weiterverarbeitung benotigt wird. 

Mit dem neuen Verf ahren kann dafur z. B. Pilz-DNA aus dem Blut 
von Tier en gewonnen werden, die speziell mit den interessierenden 
Pilzspezies infiziert wurden. Aus der so gewonnenen Pilz-DNA 
k&nnen z. B. DNA-Sonden herausgeschnitten werden, die fur 
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• ■ 

Nachweisreaktionen verwendet Oder in Plasmide eingebaut werden 
konnen. Es sind dabei Anwendungen im ganzen Bereich der Grund- 
lagenf orschung, Diagnostik, Therapeutik, industriellen Gentech- 
nologie etc* denkbar. 

Das Verfahren der Extraktion von Pilz-DNA soil dabei 
insbesondere fur die Diagnostik auch bei sehr geringen Mengen 
von Pilzen in dem vorliegenden Vollblut noch zuveriassig Pilz-DNA 
extrahieren konnen. Ferner soli dieser Verfahrensschnitt schnell 
und so einf ach durchgefiihrt werden, daS er auch im Klinikalltag 

und ggf . von angelerntem Personal angewendet werden kann. 

■ 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemSS dadurch gelost, dafi der 
Schritt des Extrahierens von Pilz-DNA aus Vollblut die Schritte 
umfaSt: 

a) Isolation iiberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut; 
und 

* ■ 

b) Extraktion von DNA aus den isolierten Pilzzellen. 

Die der Erf indung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Weise 
vollkoinmen geldst. Das neue Verfahren besteht jetzt sozusagen 
aus zwei Stufen, wobei in der ersten Stufe Pilzzellen aus dem 
Vollblut isoliert werden und dann in der zweiten Stufe die DNA 
aus diesen isolierten Pilzzellen extrahiert wird, urn mit Hilf e 
dieser extrahierten DNA dann Pilzinfektionen nachweisen und 
ggf. spezif izieren zu konnen. Dieses zweistufige Verfahren erhoht 
vor allem die Spezif itat, da ggf. storende, anderweitige DNA 
in dem zweiten Verfahrens schritt nur noch in cjeringem MaSe 
vorhanden ist. 



WO 97/07238 PCT/EP96/03580 



Dabei ist es dann bevorzugt, wenn das Verfahren folgende 
Verfahrensschritte umfafit: 

al) Auf schlieSen der im Vollblut bef indlichen Blutzellen; 

a2) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen von zellulSrer 
DNA; 

bl) Auf schlieSen der isolierten Pilzzellen; und 
b2) Isolation der Pilz-DNA. 

Auf diese Weise wird eine sehr schnelle und sichere Trennung 
der Pilz-DNA von zellularer DNA erreicht. Durch den AufschluS 
der im Vollblut bef indlichen Blutzellen wird nSmlich in dieser 
Ausgangslosung die zellulare DNA freigesetzt, woraufhin dann 
die durch das bisherige Auf schluSverfahren noch nicht oder 
zuraindest noch nicht vollstandig aufgeschlossenen Pilzzellen 
durch schnelle und einfache Verfahren, wie z.B. eine Zentri- 
fugation von der freien zelluiaren DNA getrennt werden konnen. 
Bei dem daraufhin folgenden Auf schlieSen der so isolierten 
Pilzzellen kann rait grofier Sicherheit davon ausgegangen werden, 
daB sich keine oder nur noch unerhebliche Mengen an zellularer 
DNA in der L6sung befindet. Das im Schritt al) durchzufuhrende 
Auf schlieSen der Blutzellen muS f olglich so erf olgen, da£ die 
Pilzzellen noch nicht lysiert werden. Da die Pilzzellwand 
deutlich komplexer ist als die Zellwand von Blutzellen, kann 
dies durch geeignete vorsichtige Auf schluSverf ahren sicherge- 
stellt werden. 

Der Verfahrensschritt al) hat jedoch noch einen weiteren Vorteil, 
durch ihn werden namlich ggf . phagozytierte Pilzzellen wieder 
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freigesetzt, so daS insbesondere fur die Diagnostik auch noch 
sehr geringe Mengeh von Pilzen in dem vorliegenden Vollblut 
extrahiert werden konnen . Bei dem neuen Verf ahren ist es namlich 
nicht mehr erforderlich, daS zumindest einige Pilzzellen in 
dem Vollblut frei in Losung sind, es reicht vollig aus, wenn 
einige wenige Pilzzellen nach Phagozytose z.b. in Granulozyten 
Oder Makrophagen vorliegen. 

Dabei ist es insbesondere bevorzugt, wenn im Schritt a) folgende 
Schritte durchgefuhrt werden: 

al.l) Lysis der roten Blutkorperchen durch osmotische 
Hfimolyse; 

ai.2) enzymatisches Auf schlieSen der weifien Blutkorperchen; 

xind 

a2.1) Zentrifugation des so behandelten Vollblutes und 

Verwendung des Pellet in den nachsten Verfahrens- 
schritt en. 

- . 

■ 

- 

Hier ist von Vorteil, daS in den Schritt en al.l) und al.2) zwar 
zuverlassig die Blutzellen aufgeschlossen werden, die Pilzzellen 
selbst jedoch noch nicht beschadigt sind. Durch die folgende 
Zentrifugation ist dann eine sehr sichere Trennung zwischen 
der inzwischen f reigesetzten zellularen DNA der Blutzellen und 
Zellbruchstucken der Blutzellen einerseits sowie noch uberwiegend 
intakten Pilzzellen andererseits mSglich. Auf diese Weise wird 
aufierdem sichergestellt, dafi keine Pilz-DNA verlorengeht f da 
diese noch in den im Pellet zu f indenden Pilzzellen vorhanden 
ist. Zusaramengefafit liegen die Vorteile der obigen Schritte 
also darin, dafi zum einen auch geringste Konzentrationen von 
Pilzzellen erfafit werden und dafi zum anderen die isolierte Pilz- 
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DNA allenfalls gering mit zellularer DNA verunreinigt ist, so 
dafi eine hohe Sensitivitat und Spezif itat bei den nachfolgenden 
diagnostischen Schritten moglich ist, da das Verhaltnis von 
Pilz- zu zellularer DNA zugunsten der Pilz-DNA deutlich ver- 
bessert wurde. 

In einer Weiterbildung ist es dann bevorzugt, wenn im Schritt 
b) folgende Schritte durchgefuhrt werden: 

bl.l) alkalisches Lysieren und enzymatische Behandlung der 

Pilzzellen. 

Es hat sich herausgestellt, da£ durch diese einfachen Verfahrens- 
schritte ein sicheres Aufschliefien der Pilzzellen moglich ist, 
die aus dem Pellet des Verfahrensschrittes a2.1) wieder aufgenom- 
men wurden. 

Weiterhin ist es bevorzugt, wenn im Schritt al.l) die Lysis 
der roten Blutkorperchen mit Hilfe einer hypotonen Losung 
erfolgt, vorzugsweise mit einer Ehdkonzentration von ca. 10 
mM Tris pH 7,6, 5 mM MgCl 2 \ind 10 mM NaCl, und wenn im Schritt 
al.2) das enzymatische Auf schlieSen der weifien Blutkorperchen 
in einer L6sung mit einer Endkonzentration von 200 jtg/ml 
Proteinase K, 10 mM Tris pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl 
und 0,2 % SDS erfolgt. 

In einer Weiterbildung wird die Losung aus Schritt al.2) fir 
100-140 tnin, vorzugsweise 120 min bei 60-70°C, vorzugsweise 
bei 65°C inkubiert. 

Es wurde gefunden, daS auf diese Weise die Blutzellen zuverlassig 
und vollstandig aufgeschlossen werden kdnnen, wobei eine 
Beschadigung der Pilzzellen vermieden wird, so daS nach diesen 
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Verf ahrensschritten sowohl die In dem Ausgangsblut f rei in Losung 
bef indlichen als auch die phagozy tier ten Pilzzellen relativ 
unbeschadigt vorliegen und abzentrifugiert werden konnen, ohne 
ihre DNA dabei zu verlieren. 

Ferner ist es bevorzugt, wenn der Schritt bl.l) die folgenden 
Schritte umf a£t : 

Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) bef indlichen 
Pilzzellen bei 90-98°C, vorzugsweise 95°C fur 5-15 min, 
. vorzugsweise 10 min, in einer Losung mit 50 raM NaOH, 
Neutralisation mit 1 M Tris-HCl pH 7,0, 
Enzymatische Behandlung mit Zymolyase fur 50-70 min, vor- 
zugsweise 60 rain bei 30-40°C, vorzugsweise 37°C, 
Proteindenaturierung durch Inlcubation mit Tris/EDTA bei 
60-70°C, vorzugsweise 65°C, fftr 10-30 min, vorzugsweise 
20 min. 

• » « 

Es wurde gefunden, daS durch diese Verfahrensschritte ein 
sicheres AufschlieEen der Pilzzellen mit daraufhin erf olgender 
vollstSndiger Freigabe der Pilz-DNA moglich ist, so da£ die 
Pilz-DNA nunmehr f rei in Losung ist und von den Zellbruchstucken 
der "Pilzzellen isoliert werden kann. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn in diesem Zusammenhang der Schritt 
b2) folgende Schritte umfaEt: 

ProteinprSzipitation mit 5 M Kaliumazetat , und 
DNA-Prazipitation des Dberstandes in eiskaltem Isqpropanol . 

Diese Verfahrensschritte siiid sehr einfach durchzufuhren, 
zxinachst wird durch Zugabe von Kaliumazetat das Protein heraus- 
gef&llt, dann der Oberstand abgenommen und mit eiskaltem 
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Isopropanol versetzt, so daS die DNA ausfallt. Diese ausgefallene 
DNA kann dann fur die weiteren Verfahrensschritte herangezogen 
werden, also zum Nachweis und zur Identif izierung einer Pilz- 
infektion dienen. 

Bei dem insoweit beschriebenen Verfahren ist also zusaircnengefaSt 
als erstes von Vorteil, da£ die Pilzspezies sozusagen an Hand 
ihrer DNA allgemein nachgewiesen und dann speziell identif iziert 
werden kann. Die Pilz-DNA wird dabei nicht direkt aus dem 
Vollblut extrahiert, sondern zun&chst erfolgt eine Trennung 
der Pilzzellen von zellularer DNA, um die Sensitivitat und 
Spezifitat des Nachweises zu erhohen. Mit anderen Worten, wenn 
nur sehr wenige Pilzzellen in dem Vollblut vorhanden sind, so 
kdnnte die daraus extrahierte sehr geringe Pilz-DNA-Menge ggf . 
vor dem Hintergrund der in sehr hoher Konzentration vorliegenden 
zellularen DNA nicht nachgewiesen werden, so dafi die erwahnte 
Trennung hier grofie Vorteile bezuglich der SensitivitSt bringt. 

Bin weiterer Vorteil bei dem neuen Verfahren liegt darin, daS 
auch phagozytierte Pilzzellen fur den Nachweis zur Verfugung 
stehen, da zundchst die Blutzellen des Vollblutes aufgeschlossen 
werden, ohne dag dabei die Pilzzellen, seien sie frei in Losung 
Oder in phagozytiertem Zustand, beschadigt werden. Erst nach 
Ab trennung der Pilzzellen von der zellularen DNA und den 
verbleibenden Zelltruramern der Blutzellen werden dann die 
Pilzzellen aufgeschlossen. Das hierzu verwendete Verfahren ist 
in der Lage, trotz der sehr komplexen Pilzzellwande fur einen 
vollstandigen Aufschlufi zu sorgen, ohne daS dabei die Pilz-DNA 
zerstort wird. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist ebenfalls ein Kit 
zur Durchfuhrung des oben beschriebenen Verfahrens. Ein der- 
cU^iiges Kit kann eine Zusammenstellung samtlicher Stammlosungen 
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enthalten, wie sie fur die genannten Verfahrensschritte im 
einzelnen benotigt werden. Es ist jedoch auch moglich, in diesem 
Kit nur die nicht ublicherweise in einem Labor vorratigen 
Stammlosungen vorzusehen, so daS bspw. auf die Tris-Puffer etc. 
verzichtet werden kann, aber zumindest die Proteinase K und 
die Zyraolyase in dem Kit vorhanden sind. 

■ 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist auch isoliert Oder 
in Verbindung mit dem oben beschriebenen ersten Verfahrens- 
abschnitt der zweite Verfahrensabschnitt, also der Nachweis 
der extrahierten Pilz-DNA. Die nachzuweisende Pilz-DNA wird 
dabei vorteilhaf terweise so extrahiert bzw. isoliert, wie es 
oben beschrieben 1st. Es ist jedoch auch moglich, die Pilz-DNA 
z. B. durch geeignete Dichtegradienten-Zentrifugation, spezi- 
fische Fallungsschritte mit DNA-Sonden etc. zu gewinnen. 

In all diesen Fallen ist der Nachweis wflnschenswert, ob in der 
nun vorliegenden Ausgangslosung fur die weitere Verwendung auch 
tatsachlich Pilz-DNA enthalten ist. 

Die Pilz-DNA wird zwar vorteilhaf t zura Zwecke der Diagnostik 
von Pilzinf ektionen herangezogen, sie kann jedoch auch ander- 
weitig weiterverarbeitet werden. Die Pilz-DNA kann dafur flber 
Agarplatten Oder aus dem Blut von Tieren gewonnen werden, die 
speziell mit den interessierenden Pilzspezies infiziert wurden. 
Aus der so gewonnenen Pilz-DNA konnen z. B. DNA-Sonden heraus- 
geschnitten werden, die fur Nachweisreaktionen verwendet oder 
in Plasmide eingebaut werden konnen. Es sind dabei Anwendungen 
im ganzen Bereich der Grundlagenforschung, Diagnostik, 
Therapeutik, industriellen Gentechnologie etc. denkbar. 

■ * 

Durch den neuen Nachweisschritt sollen dabei in einem einzigen 
Verfahren moglichst viele verschiedene Pilzspezies auch bei 
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sehr geringer Koxxzentration in der Ausgangsldsung erf aSt werden 
kdnnen, so daS z. B. im Rahmen der Diagnostik sehr schnell und 
sehr friihzeitig eine Aussage moglich ist, ob uberhaupt eine 
Pilzinfektion vorliegt. Das neue Verfahren soli daruber hinaus 

» 

schnell und so einfach durchzufuhren sein, daS es auch im 
Klinikalltag angewendet und ggf. von angelerntem Personal 
durchgeftihrt werden kann. 

Erfindungsgeraafi wird dlese Aufgabe dadurch gel6st, dafi der 
Schritt des Nachweisens der extrahierten Pilz-DNA die folgenden 
Schritte umfafit: 

c) Amplif ikation zumindest eines Segmentes der isolierten 
Pilz-DNA; und 

d) ggf. Nachweis der Amplif ikationsprodukte . 

Es stehen eine ganze Reihe auch standardmaSig verfugbarer 
Verfahren bereit, mit denen auch geringe Mengen einer isolierten 
DNA zunachst hochverstarkt und dann nachgewiesen werden konnen. 
Diese Verfahren sind hochspezif isch und sehr sensitiv, so dafi 
sie die gewttnschten Eigenschaften fur Diagnostik, Therapeutik, 
iridustrielle Gentechnologie etc . mit sich bringen . DarOber hinaus 
sind diese Verfahren auch ggf. von angelerntem Personal durchzu- 
fuhren. 

Die Amplif ikation kann dabei mittels PCR, Klonierung, DNA- 
abhangigen DNA-Polymerasen etc. erfolgen, wobei der Nachweis 
xiber Gelelektrqphorese , qptische Dichte, Anfarben mit spezifisch 
an NukleinsSure bindenden Markern etc. erfolgen kann. 

In einer Weiterbildung erf olgt die Amplif ikation dann mittels 
der Polymerase -Kettenreakt ion (PCR) unter Verwendung von zwei 
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Primern, die an die DNA von einer Vielzahl von verschiedenen 

■ 

Pilzspezies binden, vorzugsweise an das Pilz-Gen fur die 
18ssu-rRNA. 

Hier ist von Vorteil, dafi auf einfache und inzwischen etablierte 
Weise DNA in ausreichender Menge erzeugt werden kann, die dann 
leicht nachzuweisen, aber auch weiterverwendet werden kann, 
urn die betreffenden Pilzspezies zu identif izieren. 

Dabei ist es dann bevorzugt, wenn im Schritt c) als Primer die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 und SEQ ID-No : 2 aus dem 
beiliegenden Sequenzprotokoll verwendet werden. 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat namlich uber- 
raschenderweise gefimden, dafi diese beiden Nucleotidsequenzen 
als Primer fur die verschiedensten Pilzspezies verwendbar sind, 
die im Klini kail tag relevant sind. Durch Verwendung dieser beiden 
Primer in der PCR-Reaktion werden Verstarkungsprod\ikte erzeugt, 
die eine L&ige von ca. 500 Basenpaaren haben xind somit auch 
leicht weiterzuverarbeiten sind, da sie z.B. leicht uber 
Gelelektrophorese nachgewiesen werden kdnnen. Auf diese Weise 
ergibt sich also ein identisches Nachweisverfahren fur alle 
patHogenen Pilzspezies, da gefunden wurde, dafi die beiden 
Primersequenzen an die verschiedene Pilz-DNA binden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die Polymerase-Kettenreaktion mit 
f olgendem Zyklus durchgefuhrt wird: 

cl) Denaturieren fur 0,3-1 min, vorzugsweise fur 0,5 min bei 

90-96°C, vorzugsweise bei 94°C; 
c2) Hybridisieren fur 0,5-1,5 min, vorzugsweise fur 1,0 min 

bei 58-64°C, vorzugsweise bei 62°C, und 
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c3) Extension fur 1,5-2,5 min, vorzugsweise fur 2,0 rain bei 
68-75°C, vorzugsweise bei 72°C. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn vor Beginn der Zyklusschritte ein 
Denaturierungsschritt von 5-9 min, vorzugsweise von 3 rain bei 
90-96 p C, vorzugsweise bei 94 °C erfolgt. 

Es wurde gefunden, dafi mit den obigen Bedingungen die PCR- 
Reaktion sehr reproduzierbar und vor allem hochspezifisch 
ablauft, so daS sichergestellt ist, daS die Amplif ikations- 
produkte auch tatsachlich Segmente der ur sprungl i chen Pilz-DNA 

- 

sind. , 

Weiter ist es bevorzugt, wenn im Schritt d) die Amplif ikat ions - 
produkte gelelektrophoretisch, vorzugsweise auf einem Agarosegel, 
nachgewiesen werden und dazu vorzugsweise mit Ethidiumbromid 
ange f arb t werden . 

Hier ist von Vorteil, daS ein bekanntes und gut etabliertes 
Nachweisverf ahren verwendet wird, um auf zeigen zu konnen, dafi 
bei der PCR-Reaktion tatsachlich Amplif ikationsprodukte entstan- 
den sind, die auf eine Pilzinfektion hinweisen. 

■ 

Weiter ist es dann bevorzugt, wenn eine DNA-Sequenz aus dem 
Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA an^lif iziert wird. 

* 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldvmg hat nSmlich erkannt, 
dafi dieses Pilz-Gen bei den verschiedenen Pilz-Stammen und 
-Gattungen ein derartiges Sequenz segment aufweist, das einerseits 
von zwei Bindungsregionen fur Primer flankiert wird, die fur 
alle Pilz-Starame und -Gattungen identisch sind, dafi aber 
andererseits die Sequenz dieses Segmentes fur die verschiedenen 
Pilz-Stamrae tmd -Gattungen so verschieden ist, dafi sie zum 
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Nachweis der einzelnen Pilzspezies und -Gattungen verwenden 
werden Jcann. 

Die Erfindung betrifft ferner die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 
und SEQ ID-No: 2 aus dem beigefugten Sequenzprotokoll . Dabei 
ist es bevor zugt , wenn diese Nucleotidsequenzen zum Amplif izieren 
eines Segmentes von Pilz-DNA verwendet werden. 

Die Erf indung betrifft ferner einen Kit zum Nachweisen von Pilz- 
DNA in einer Untersuchungslosung, wobei dieser Kit an die DNA 
von einer Vielzahl von Pilzspezies bindende Primer fur eine 
Polymerase -Kettenreakt ion enthalt. Vorzugsweise enthalt dieser 
Kit als Primer die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 und SEQ 
ID-No: 2 aus dem Sequenzprotokoll, 

Die Erf indung betrifft ferner einen Kit zur DurchfOhrung des 
oben erwahnten Verfahrens. 

Bei einem derartigen Kit ist von Vorteil, dafi samtliche erf order- 
lichen Losungen tand insbesondere die erf order lichen Primer 
zusammengestellt werden, so dafi sie fur Routineverfahren 
verwendet werden kdnnen. So ist es zum Beispiel im Laboralltag 

* 

m6glich # auf diese neuen Kits zuruckzugreifen, urn in vorliegenden 
Untersuchungslosungen Pilzspezies flberhaupt nachweisen zu konnen. 
Ferner kann dieser Kit dazu verwendet werden, bestimmte Segmente 
der nachgewiesenen Pilzspezies hochzuverst&rken, die dan n bspw. 
fur weitere Identifizierungsverfahren verwendet werden konnen. 

GemaS der vorliegenden Anmeldung ist auch isoliert Oder zusammen 
mit den oben beschriebenen Verf ahrensabschnitten 1 und 2 der 
dritte Verf ahrensabschnitt , also die Bestimmung der Pilzspezies 
anhand der extrahierten und bereits nachgewiesenen Pilz-DNA. 
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Die Bestitnrming der Pilzspezies soli dabei insbesondere fur die 
Diagnostik schnell und so einfach durchzufuhren sein, da£ sie 
auch im Klinikalltag und ggf . von angelerntem Personal durchge- 
fiihrt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemSfi dadurch geldst, daS folgender 
zusatzlicher Schritt durchgefuhrt wird: 

■ 

e) Bestitntien von fur die Pilzspezies kennzeichnenden Nucleotid- 
sequenzabschnitten der in der Untersuchungsldsung enthal- 
tenen DNA. 

Da das Naichweisverf ahren auf DNA-Ebene durchgefuhrt wird, ist 
es vdllig ausreichend, wenn bestirnmte Segraente der Pilz-DNA 
bestintrat werden, sofern diese Segmente fur die Pilzspezies 
jeweils spezifisch ist. Dabei kann auf Standardverf ahren 
zuruckgegrif fen werden, indera zumindest teilweise die Anplif ika- 
tionsprodukte sequenziert oder ansequenziert werden, das 
Schmelzverhalten der DoppelstrSnge untersucht wird, etc. 

Diese Verfahren sind in der Regel so schnell und einfach 
durchzufuhren , daS sie auch von angelerntem Personal vorgenommen 
werden kdnnen. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn im Schritt e) die Pilz-DNA oder 
Segmente der Pilz-DNA mit DNA-Sonden hybridisiert werden, die 
ffir bestirnmte Pilzstamme und/oder -spezies spezifisch sind, 
wobei der Test der erf olgten Hybridisierung damit zur Iden- 
tif izierung der Pilzspezies fuhrt. 
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Hier ist von Vorteil, daS ein sehr schnell und einfach durchzu- 
fuhrendes Hybridisierungsverfahren zumNachweis verwendet wird. 
Hier werden spezifische Sonden eingesetzt, die fur die jeweiligen 
Pilzspezies spezif isch sind, so daS sie ausschliefilich an die 
amplifizierten Segmente dieser Pilzspezies binden. Derartige 
Verfahren lassen sich z.B. auf Gelen durchfuhren, wobei die 
Hybride dann durch Anfarben kenntlich gemacht werden. Ein 
weiteres Verfahren besteht darin, die optisch unterschiedlichen 
Verhaltensweisen von Einzelstrangen und doppelstrangigen 
Regionen, z.B. in der optischen Dichte, im Dichroisraus oder 
ahnlichem auszunutzen. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn zum Testen der erfolgten 
Hybridisierung die Sonden mit Digoxigenin markiert und die 
Hybride z.B. nach der Southern Blot-Methode nachgewiesen werden. 

Durch diesen Schritt vereinfacht sich das Verfahren noch einmal, 
die Sonden selbst sind bereits mit dem entsprechenden Marker 
versehen, der. mit einem bekannten Verfahren nach der 
Hybridisierung durch eine vorteilhaf terweise sogar visuell zu 
erkennende Parbstoffreaktion die Hybridbildung anzeigt. 

Daibei ist es bevorzugt, wenn als DNA-Sonden eine Oder raehrere 
der Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 bis SEQ ID-No : 8 aus dem 
beiliegenden Sequenzprotokoll verwendet werden, wobei die DNA- 
Sonden vorzugsweise sequentiell nacheinander in der Reihenf olge 

SEQ ID-NO: 3, SEQ ID-No : 8, SEQ ID-No : 6, SEQ ID-No : 7, SEQ 

ID-No: 4 und SEQ ID-No : 5 eingesetzt werden und jeweils die 
Hybridisierung getestet wird. 

* 

Durch dieses sequentielle Hybridisieren kdnnen die einzelnen 
Pilzspezies in der Reihenfolge ihrer Haufigkeit getestet werden, 
so da£ sich das Nachweisverfahren deutlich beschleunigen laSt. 
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Die Erf indung betrif f t f erner eine der Nucleotidsequenzen SEQ 
ID-No: 3 - SEQ ID-No : 8 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll . 

Die Erf indung betrif ft f erner eine Verwendung einer Oder mehrerer 
dieser Nucleotidsequenzen als DNA-Sonde zum Identifizieren von 
Pilzspezies . 

Hier ist von Vorteil, dafi durch die 6 angegebenen Nucleotid- 
sequenzen spezifisch samtliche klinisch interessierenden 
Pilzspezies voneinander unterschieden werden k&nnen. 

Die Nucleotidsequenz. SEQ ID-No: 3 dient dabei zum Nachweis der 
Pilzspezies Candida albicans, SEQ ID-No : 4 zum Nachweis von 
Candida glabrata, SEQ ID-No : 5 zum Nachweis von Candida krusei, 
SEQ ID-No : 6 zum Nachweis von Candida tropicalis, SEQ ID-No: 7 
zum Nachweis von Candida parapsilosis und SEQ ID-No: 8 zum 
Nachweis von Pilzspezies der Gattung Aspergillus, wobei ins- 
besondere A. fumigatus, A. flavus, A. versiculor, A. niger, 
A. nidulans und A. terreus nachgewiesen werden. 

Die Erf indung betrif ft ferner einen Kit zum Identifizieren von 
Pilzspezies, der an spezifische Nucleotidsequenzabschnitte der 
DNA'der jeweiligen Pilzspezies hybridisierende DNA-Sonden 
enthcLlt. Vorzugsweise enth&lt der Kit als DNA-Sonden eine Oder 
mehrere der Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 - SEQ ID-No : 8 aus 
dem Sequenzprotokoll. 

Ferner betrif ft die Erf indung einen Kit zur Durchfuhrung des 
gesamten oben genannten Verfahrens. 

Hier ist von Vorteil, daE ein derartiger Kit entweder nur mit 
den DNA-Sonden oder aber zusatzlich mit weiter erf order lichen 
Losungen bereitgestellt werden kann, so dafi im Laboralltag 
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samtliche erf orderlichen Stamml6sungen etc . direkt aus diesem 
Kit genommen werden konnen. Dadurch vereinfacht sich der 
Nachweis, bzw. die Ideritifizierung der jeweiligen Pilzspezies 
erheblich, da die einzelnen Stainmlosungen nicht mehr gesondert 
im Labor hergestellt werden mussen. Es kann aber auch mdglich 
sein, in diesen Kit nur die Sonden und ggf . die Primer und 
Enzyme/Stammlosungen fur die Polymerase-Kettenreaktion 
aufzunehmen, so daS im ubrigen auf standardmfifiig vorhandene 
Stammlosungen zuruckgegriffen wird. 

• ■ » 

Bin die oben im einzelnen beschriebenen Verf ahrensschritte in 
vorteilhaf ter Weise zusammenf assendes Verf ahren zum Nachweisen 
• von Pilzzellen in Vollblut umfaSt die Schritte: 

- 

Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus dem Vollblut, 

■ 

Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilzzellen, 

♦ 

Amplif ikation zuraindest eines Segmentes der extrahierten 
Pilz-DNA, vorzugsweise zumindest eines Segmentes des Pilz- 
Gens fur die 18ssu-rRNA, 

Nachweis der Amplifikationsprodukte in Form einer Ja/Nein- 
Entscheidung, und 

Zuordnung der Aniplif ikationsprodukte zu einzelnen Pilz- 
Spezies durch Hybridisierung mit DNA-Sonden, die fur 
bestiramte PilzstSmme und/oder -spezies spezifisch sind. 

Ein grofier Vorteil dieses zusammengefafiten Verfahrens liegt 
darin, dafi nur ein Anplifikaticnsschritt erforderlicn ist, durch 
den ein Segment der Pilz-DNA, vorzugsweise ein Segment des Pilz- 
Gens ffir die 18ssu-rRNA derart hochverstarkt wird, dafi diese 



WO 97/07238 



PCT/EP96/03580 



21 

Araplif ikationsprodukte sowohl fur die JA/Nein-Entscheidung als 
auch fur die Bestimmung der Pilz-Spezies herangezogen werden 
konnen* Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat nSmlich 
erkannt, da£ das Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA einerseits zumindest 
abschnittweise durch zwei Primer f lankiert werden kann, die 
fur alle interessierenden Pilz-Spezies identisch sind, w§hrend 
das Amplikon andererseits fur die verschiedenen Pilz-Spezies 
unterschiedlich ist, so daS es rait verschiedenen Sonden hybri- 
disiert werden kann, die fur die Pilz-Spezies kennzeichnend 
sind. 

Mit anderen Worten, ein einziger Amplif ikationsschritt reicht 
aus, urn sowohl die Frage beantworten zu kdnnen, ob flberhaupt 
eine Pilz-Inf ektion vorliegt, als auch die Frage, urn welche 
Pilz-Spezies es sich handelt. Dieses Verfahren ist somit extrem 
einfach und leicht durchzuf uhren , Spezialkenntnisse sind nicht 
erf orderlich, so daS auch angelerntes Personal eingesetzt werden 
kann. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehend'en Beschreibung, 

Es versteht sich, daS die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinat ionen , sondem auch in anderen Kombinationen 
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahraen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Beispiele fur die Durchfuhrung der einzelneh Verf ahrensschritte 
sowie die Anwendung des Verf ahrens im Rahmen eines klinischen 
Dntersuchungsprogrammes sind in der folgenden Beschreibung 
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Bin besonderer Vorteil des neuen Verfahrens liegt darin, dafi 
es mit Vollblut durchgefuhrt wird, dafi also z.B. keine Biopsie 
erforderlich ist oder noch herzustellendes Serum verwendet wird. 
Mit detn Vollblut wird zunSchst eine Trennung der Pilzzellen 
von zellul&rer DNA vorgenommen. Dies ist erforderlich, damit 
die ggf . nur in geringer Menge vorliegende Pilz-DNA nicht vor 
dem Hintergrund der in sehr viel hoherer Konzentration vorhan- 
denen zellularen DNA nachgewiesen werden rau£. Dadurch wird also 
die Spezifitat des Nachweisverfahrens erhoht. 2u diesem Zweck 
werden als erstes die roten Blutkorperchen durch osmotische 
Hamplyse lysiert und dann die weifien Blutkorperchen enzymatisch 
aufgeschlossen. Diese beiden Verfahrensschritte sind so aus- 
gewfihlt, dafi durch sie die Pilzzellen selbst noch nicht 
beschadigt werden und daS ggf. phagozytierte Pilzzellen 
unbeschadigt wieder freigesetzt werden, so dafi auch sie fur 
den weiteren Nachweis zur Verfugung stehen. 

■ 

Bgigpiel X; : Lysis roter BlutkSrperchen durch osmotische 

Hamolyse . 

Die Lysis der roten Blutkorperchen erfolgt mit Hilfe einer 
hypotonen Ldsung. Dazu wird folgender Puffer mit folgenden 
Endkonzentrationen verwendet: 

Tris pH 7,6 10 mM 

MgCl a 5 mM 

m - 

NaCl 10 mM 

Die Ldsung wird fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert , und 
danach zentrif ugiert . 

Fur diesen ersten Schritt ist eine Menge von 3 ml Vollblut 
ausreichend. 
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Beispiel 2: 



Enzymatisches Aufschliefien weiSer 
Blutkorperchen 



Die weifien Blutkorperchen, die ggf . Pilzzellen enthalten, werden 
vorsichtig aufgebrochen, indem die Zellen mit Proteinase K 
(200 /xg/ml) der Pirraa Boehringer, Mannheim in folgendem Puffer 
mit den angegebenen Endkonzentrationen enzymatisch angedaut 
werden, in dem das Pellet aus Beispiel 1 aufgenommen wird: 



Tris pH 7,6 
EDTA pH 8,0 
NaCl 
SDS 



10 mM 
10 mM 
50 mM 
0,2 % 
200 fig /vol 



Dieser Puffer wird fur zwei Stunden bei 65 °C inkubiert 



Beispiel 3 : 



Trennung uberwiegend intakter Pilzzellen 
vor allem von zellulSrer DNA 



Nachdem wie in den Beispielen 1 und 2 angegeben die Blutzellen 
aufgeschlossen wurden, so dafi die zellul&re DNA freigegeben 
wurde, erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 5000 Dm- 
drehungen/min , der zu einem erheblichen Verlust an zellularer 
DMA fuhrt, die bei dieser Zentrifugationsgeschwindigkeit nicht 
sedimentiert . 



Im Sediment befinden sich jetzt vollst&ndig die freien oder 
freigesetzten Pilzzellen, die fur die weitere Verarbeitung in 
einem Puffer (Aqua bidest) aufgenommen werden.. 



* 
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Beispiel 4: AufschlieSen der Pilzzellen 

Als nachstes werden die Pilzzellen alkalisch lysiert und 
enzymatisch behandelt, urn die Pilz-DNA f reizusetzen. 

* 

Dazu erfolgt zunachst eine Alkalilyse mit 200 ml 50 mM NaOH 
fur 10 min bei 95 °C. 

Daraufhin erfolgt ein Neutralisationsschritt mit 1 M Tris-HCl 
pH 7,0. 

■ ♦ 

Als nachstes werden 500 pi Zymolyase von Sigma (300 /ig/ml) 
zugegeben und die Losung f<xr 60 min bei 37 °C inkubiert, urn die 
Pilzzellen enzymatisch auf zuschliefien. 

Daraufhin werden 500 fil Tris/EDTA und 50 /xl 10%iger SDS Ldsung 
zugegeben und das Gemisch bei 65 °C fur 20 min inkubiert, um 
das Protein zu denaturieren . 

- 

Beispiel 5 ; Isolation der Pilz-DNA 

In der nunmehr vorliegenden L6sung bef inden sich Trummer der 

- . • • • • . • 

Pilzzellen sowie freie Pilz-DNA, die nun isoliert werden muB. 

Hierzu erfolgt zunachst eine Proteinpr&zipitation mit 5 M 
Kaliuma:2etat, woraufhin der Uberstand abgenommen und die DNA 
dann durch Zugabe von eiskaltem Isopropanol ausgefSllt wird. 
Dieses Fallungsprodukt wird dann fur die weiteren Verf ahrens- 
schritte verwendet. 

Durch die in den Beispielen 1-5 angegebenen Verf ahrensschritte 
ist es also m6glich, aus Vollblut hoch-selektiv Pilz-DNA zu 
extrahieren, die nun als Prazipitat vorliegt und nur gering 
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mit zellularer DNA verunreinigt ist, wodurch der jetzt erfolgende 
Nachweis sehr sensitiv und hochspezif isch erfolgen kann. 

Beispiel 6: Amplifikation eines pilzspezif ischen DNA- 

Segmentes 

In diesem Verfahrensschritt soil zunachst nachgewiesen werden, 
ob in dem Prazipitat aus dem Verfahrensschritt in Beispiel 5 
uberhaupt Pilz-DNA vorhanden ist. Dabei wird ausgenutzt, dafi 
die im Sequenzprotokoll unter SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 
angegebenen DNA-Sequenzen spezifisch an Bindungsstellen auf 
dem Pilz-Gen fCir die 18ssu-rRNA vieler Pilzst&itme und -spezies 
binden. 

Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat n&nlich erkaxint, 
dafi dieses Pilz-Gen bei den verschiedenen Pilz-Staramen und 
-Gattungen ein derartiges Sequenz segment aufweist, das einerseits 
von zwei Bindungsregionen fur Primer flankiert wird, die ftir 
alle Pilz-StSmme und -Gattungen identisch sind # dafi aber 
andererseits die Sequenz dieses Segmentes fur die verschiedenen 
Pilz-St&nme und -Gattungen so verschieden ist, dafi sie gleich- 
zeitig zura Nachweis der einzelnen Pilzspezies und -Gattungen 
verwendet werden kann. 

Die DNA-Sequenz SEQ ID-No : 1 bindet dabei an den sense-Strang, 
wahrend die DNA-Sequenz SEQ ID-No : 2 an den anti- sense- Strang 
bindet, wobei der Abstand zwischen den beiden Bindungsstellen 
ca. 500 Basenpaare betragt. Diese beiden DNA-Sequenzen SEQ ID-No: 
1 und SEQ ID-No: 2 eignen sich damit als Primer fir eine 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) , in der f olglich Verst&rkungs- 
produkte (Araplicon) mit einer Lange von ca. 500 Basenpaaren 
erzeugt werden. 

In der nachf olgenden Tabelle 1 ist die Lage der Primer und die 
L£nge des jeweiligen Amplicons angegeben. 
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e 1; Von Pilz-Pathogenen erhaltene Amplicons 



Pilzspezies 


Bindungsstellen der Primer LSnge 


des Anpl icons 




Vorwirt s - Primer 


RQckwSrt s - Primer 


C. albicans 


bp544-563 


bpl033-1014 


bp490 


C. glabrata 


bp546-565 


bpl047-1028 


bp502 


C. krusei 


bp535-554 


bp!016-997 


bp482 


C. tropicalis 


bp544-563 


bpl030-1011 


bp487 


C. parapsilosis 


bp544-563 


bpl033-1014 


bp490 


A. fumigatus 


bp544-563 


bpl046-1027 


bp503 


A. niger 


bp483-502 


bp986 - 967 


bp503 


A. flavus 


bp483-502 


bp985 - 966 


bp502 


A. terreus 

■ 


bp481-500 


bp984 - 965 


bp503 


A. nidulans 


bp481-500 


bp984 - 965 


bp503 



Durch diese beiden Primer SEQ ID-No : 1 und SEQ ID-No: 2 lassen 
sich also fur alle relevanten Pilzspezies der Gattungen Candida 
und Aspergillus durch das PCR-Verfahren Amplicons von ca. 500 
Basenpaaren in ausreichender Menge herstellen. 

m • • 

- . . . . - 

Die PCR-Bedingungen sind dabei die folgenden: 

* 

Puffer (50 ill) : 
10 mM Tris pH 9,6 
' \ 50 mM NaCl 
10 mM MgCl 2 
0,2 mg/ml BSA 
Polymerase 
je 0,5 mM Nukieotide 
je 100 pM Primer 

Anfangliche Denaturierung : 3 min bei 94 °C 

Zyklus-Denaturierung: 0,5 min bei. 94 °C 

Annealing: 1 min bei 62 °C 

Extension: . 2 min bei 72 °C 

Terminale Extension: 5 min bei 72 °C 

Zykluszahl: 34 
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Die hohe Magnesiumkonzentration im Puffer sorgt fur eine hohe 
Spezifitat der Polymerase, die mit 72°C im Extensions -Schritt 
bei ihrem Tempera turoptimum arbeiten kann. 

Mit diesen Primern konnten insgesamt 40 Stamme von Candida 
albicans, 10 Stamme von Candida tropicalis, 6 Stamme von Ca n dida 
parapsilosis, 11 Stamme von Candida glabrata, 8 Stamme von 
Candida krusei, 8 Stamme von Aspergillus fumigatus, 6 Stamme 
von Aspergillus flavus, 5 Stamme von Aspergillus terreus, 
7 Stamme von Aspergillus niger, 5 Stamme von Aspergillus nidulans 
und 3 Stamme von Aspergillus versiculor erf olgreich amplif iziert 
werden. 

• * 

Beispiel 7: Nachweis der Amplif ikationsprodukte aus 

Beispiel 6 

Im nSchsten Schritt soli jetzt nachgewiesen werden, ob bei der 
PCR-Reaktion aus Beispiel 6 auch tatsachlich DNA-Segmente mit 
einer Lange von ca. 500 Basenpaaren hochverstarkt wurden. Diese 
Detektion der pilzspezif ischen DNA-Segmente erfolgt durch 
Ethidiumbroirrid-FcLrbung der spezif ischen Bande in einem 2%igen 
Agarose -Gel. 

* 

•9* 

1st hier die spezif ische Bande zu erkennen, so kann von einer 
Pilzinfektion ausgegangen werden, da die Primer SEQ ID-No: 1 
und SEQ ID-No: 2 an alle oben erwahnten Pilzstamme binden. Sollte 
also durch die Verf ahrensschritte aus den Beispielen 1-5 Pilz- 
DNA extrahiert worden sein, so wird sie durch den PGR- Schritt 
des Beispiels 6 so weit hochverstarkt, dafi sie hier durch 
Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen werden kann. 
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BgiffPisl 8: Zuordnung der Araplif ikationsprodukte aus 

Beispiel 6 zu einzelnen Pilzspezies 

Fur eine spezifische Therapie ist es jetzt noch erforderlich, 
die im Schritt 7 bereits nachgewiesene Pilzinf ektion genauer 
zu spezif izieren. Hier zeigt sich jetzt ein weiterer Vorteil 
des PCR-Schrittes aus Beispiel 6. Dort wurde namlich so viel 
pilzspezifisches DNA-Segment erzeugt, da£ jetzt weitere Nachweis- 
verfahren zur Bestimmung der Pilzspezies moglich sind. 

Hierzu werden die im Sequenzprotokoll angegebenen Nucleotid- 
sequenzeh SEQ ID-No : 3 bis SEQ ID-No: 8 herangezogen, die als 
Spezies- spezifische Sonden dienen, die mit einem Sequenzabschnitt 
des in Beispiel 6 erzeugten DNA-Segmentes spezifisch hybridi- 
sieren. 

Es wurde gefunden, daS die Sonde SEQ ID-No: 3 mit Candida 
albicans, SEQ ID-No : 4 mit Candida glabrata, SEQ ID-No : 5 mit 
Candida krusei, SEQ ID-No: 6 mit Candida tropicalis, SEQ ID-No : 
7 mit Candida parapsilosis und SEQ ID-No : 8 mit Aspergillus 
fumigatus, A. flavus, A. versiculor, A. niger, A. nidulans und 
A. terreus hybridisieren. Die Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 8 
ist " also eine allgemeine Aspergillus -Sonde, wShrend die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 - SEQ ID-No: 5 Pilzspezies der 
Gattung Candida voneinander unterscheiden konnen. 

* 

Dm die erfolgte Hybridisierung nachweisen zu konnen, werden 
die Sonde n mit dem Transferase -Kit der Pirraa Boehringer, Mannlieim 
mit Digoxigenin markiert, wobei der Nachweis nach dem Southern 
Blot-Verfahren mit der ublichen Farbreaktion erfolgt. 

Mit Hilf e dieser Sonden erfolgt eine sequentielle H^ridisierung, 
die nach der Hauf igkeit der einzelnen Pilzspezies gestaf felt 
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ist, so dafi zunachst mit SEQ ID-No : 3 (C. albicans), dann mit 
SEQ ID-No: 8 (Aspergillus), SEQ ID-No: 6 (C. tropicalis) , SEQ 
ID-No: 7 (C. parapsilosis) , SEQ ID-No: 4 (C. glabrata) und 
schliefilich rait SEQ ID-No : 5 (C. krusei) hybridisiert wird. 

Auf diese Weise ist es also moglich, an Hand der im Schritt- 
beispiel 6 erzeugten Ainplif ikationsprodukte durch seguentielles 
Hybridisieren die Pilzspezies zu identif izieren und anschliefiend 
eine gezielte Therapie einzuleiten. 

Beispiel 9: Nachweis ausges&ter Pilzzellen in Blut 

Mit Hilfe der spezifischen Amplif ikation und sequentiellen 
Hybridisierung gelang es, Pilzspezies mit einer SensitivitcLt 
von 1-3 Pilzzellen reproduzierbar nachzuweisen . Durch Aussaat 
von Pilzspezies in Blutproben konnte nachgewiesen werden, daS 
das dbige Verfahren eine Sensitivitat von einer sog. CFU (colony 
forming iinit) /ml-Blut erreicht. Diese Nachweisgrenze liegt weit 
unterhalb derjenigen, die bei einer klinisch relievanten Pilzaus- 
saat in Blut erwartet werden kann. 

Beispiel 10: Klinisches Untersuchvmgsprogramm 

In einem groS angelegten klinischen Untersuchungsprogramm konnte 
eine hohe Spezif itat des neuen Verfahrens bei der Analyse von 
165 Blutproben von 65 gesunden Probanden gezeigt werden. Alle 
165 Blutproben sind negativ geblieben. 

94 iiraminsupprimierte Patenten mit unklarem Fieber wurden 
daraufhin auf die Prasenz einer Pilzinf ektion untersucht. Von 
69 Patienten, bei denen keine invasive Pilzinf ektion vorlag, 
waren weit uber 200 Blutproben (bis auf eine Ausnahme) ebenfalls 
negativ. 
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Dagegen konnten alle 25 Patienten mit invasiver Pilzinfektion 
bereits innerhalb der ersten Woche als positiv identif iziert 
werden. Bei alien Patienten gelang dartlber hinaus die Zuordnung 
zu dem verursachenden Pilzerreger. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



ALLGEMEINE ANGABEN : 
ANMELDER: 

NAME: Eberhard- Karl s-Universi tat TQbingen, 

Universitatsklinikum 
STRASSE: Geissweg 3 
ORT : Tubingen 
LAND: Deutschland 
POSTLEITZAHL: 72076 
TELEFON: 07071-29-1 
TELEFAX: 07071-293966 

BEZEICHNUNG DER ERFINDDNG: Extraktion von Pilzzellen-DNA 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

COMPUTERLE S BARE FAS SUNG : 
DATENTRAGER: (folgt) 
COMPUTER: 
BETRIEBS SYSTEM : 
SOFTWARE : 

DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 
ANWALTSAKTE: 5402P102 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 1: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 20 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 



ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG 



20 
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ANGABEN ZU SEQ ID -NO: 2: 
SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 20 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID-NO: 2: 
CCGATCCCTA GTCGGCATAG 20 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO-.3: 

* ' • . 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 
li&NGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

* - 

SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID-NO: 3: 
TCTGGGTAGC CATTTATGGC GAACCAGGAC 30 



- . . ■ 

ANGABEN ZU SEQ ID-N0:4: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO :4: 
TTCTGGCTAA CCCCAAGTCC TTGTGGCTTG 30 



WO 97/07238 



PCT/EP96/03580 



33 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO :5: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH : JA 

SEQDENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO: 5: 
GTCTTTCCTT CTGGCTAGCC TCGGGCGAAC 30 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: S: 
GTTGGCCGGT CCATCTTTCT GATGCGTACT 30 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 
. SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO : 7 : 

TTTCCTTCTG GCTAGCCTTT TTGGCGAACC 30 
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ANGABEN ZU SEQ ID -NO: 8: 
SBQUENZCHARAKTERISTIKA : 

LANGE: 30 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHETISCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 8 : 



CATGGCCTTC ACTGGCTGTG GGGGGAACCA 



30 
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1. Verfahren zum Nachweisen von Pilzzellen in klinischem 
Material, gekennzeichnet durch die Schritte: 

1) Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut; und 

2) Nachweisen der extrahierten Pilz-DNA. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch den 
zus&tzlich oder an Stelle des Schrittes 2) durchzufuhrenden 
Schritt 

3) Bestitnmen der Pilz-Spezies aus der extrahierten 

DNA. 

3- Verfahren zum Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut, 
vorzugsweise durchzufuhren im Zusanimenhang mit dem Verfahren 
nach einem der AnsprQche 1 oder 2, gekennzeichnet durch 



a) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen aus 

dem Vollblut; und 

b) Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilz- 



4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da£ 
es die Schritte umfafit: 

al) Auf schliefien der im Vollblut befindlichen Blut- 



a2) Isolation \iberwiegend intakter Pilzzellen von 

zellulotrer DNA; 
bl) AufschlieSen der isolierten Pilzzellen; und 

b2) Isolation der Pilz-DNA, 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Schritt a) die Schritte umfaSt: 
al.l) Lysis der roten Blutk6rperchen durch osmotische 

H&molyse ; 
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al .2) enzymatisches Auf schliefien der weifien Blutkdrper- 

chen; und 

a2.1) Zentrifugation des so behandelten Vollblutes 

und Verwendung des Pellet in den nachsten Verf ah- 
rens schritt en. 

* 

6 . Verf ahren nach einem der Anspruche 3 - 5 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Schritt bl) den Schritt umfafit: 
bl.l) Alkalisches Lysieren und enzymatische Beh and lung 

der Pilzzellen. 

7. Verf ahren nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, 

• * • • * 

dafi im Schritt ai.lj die Lysis der roten Blutkorperchen 
mit Hilfe einer hypotonen Lfisung und einem Detergenz 
erfolgt, vorzugsweise mit einer Endkohzentration von 
10 mM Tris pH 7,6, 5 mM MgCl 2 und 10 mM NaCl. 

8 . Verf ahren nach einem der Anspruche 5 - 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi im Schritt al.2) das enzymatische Auf schliefien 
der weifien Blutkorperchen in einer L6sung mit einer 
Endkonzentration von 200 fig/ml Proteinase K, 10 mM Tris 
pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl und 0,2 % SDS erfolgt. 

■ 

■ 

■ 

■ 

9. Verf ahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Losung fur 100 - 140 min, vorzugsweise 120 min bei 

60-70°C, vorzugsweise bei 65 °C inkubiert wird. 

« - . 

10 . Verf ahren nach einem der Anspruche 5 - 9 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Schritt bl.l) folgende Schritte umfaSt: 

Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) befind- 
lichen Pilzzellen bei 90-98°C, vorzugsweise 95°C fiir 
5-15 min, vorzugsweise 10 min, in einer Losung mit 
50 mM NaOH, 
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Neutralisation mit 1 M Tris-HCl pH 7,0, 
enzymatische Behandlung mit Zymolyase fur 50-70 min, 
vorzugsweise 60 min bei 30-40°C, vorzugsweise 37°C, 
Proteindenaturierung durch Inkubation mit Tris/EDTA 
bei 60-70°C, vorzugsweise 65°C fur 10-30 min, vorzugs- 
weise 20 min. 

11 • Verf ahren nach einem der Anspruche 5 - 10 , dadurch gekenn- 

zeichnet, daS der Schritt b2) folgende Schritte umfaSt: 
Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat, und 
DNA-Prazipitation des Uberstandes in eiskaltem 
Isopropanol. 

12 . Kit zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach einem der Anspruche 

1-11. 

13. Kit nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da£ er 
Proteinase K und Zymolyase enthalt. 

14. Verf ahren zum Nachweisen von Pilz-DNA in einer Unter- 
suchungsl&sung, vorzugsweise durchzufuhren im Zusammenhang 
mit dem Verf ahren nach einem der Ansprilche 1 bis 11, 
gekennzeichnet durch die Schritte: 

c) Amplif ikation zumindest eines Segmentes der nach- 
zuweisenden Pilz-DNA; und 

d) ggf . Nachweis der Amplif ikationsprodukte . 

15. Verf ahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da£ 
im Schritt c) eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit 
der Untersuchungslosung durchgefuhrt wird t wobei an die 
DNA von einer Vielzahl von Pilzspezies bindende Primer 
verwendet werden. 

16. Verf ahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daS 
im Schritt c) als Primer an das Pilz-Gen fur die 18ssu-rRNA 
bindende Nucleotidsequenzen verwendet werden. 
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17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da£ 
im Schritt c) als Primer die Nucleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 
und SEQ ID -No: 2 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll 
verwendet warden. 

18. Verfahren nach einern der Anspruche 15 bis 17 , dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Polymerase -Kettenreakt ion mit 
folgendem Zyklus durchgefuhrt wird: 

cl) Denaturieren fur 0,3-1 min, vorzugsweise fur 0,5 min 

bei 90-96°C, vorzugsweise bei 94°C; 
c2) Hybridisieren fur 0,5-1,5 min, vorzugsweise fur 

1/0 min bei 58-64°C, vorzugsweise bei 62°C; und 

* • • * 

c3) Extension fftr 1,5-2,5 min, vorzugsweise fur 2,0 min 

bei 68-75°C, vorzugsweise bei 72°C. 

- ■ . -. - ■ 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafi 
vor Beginn der Zyklus schritte ein Denaturierungsschritt 
von 5-9 min, vorzugsweise von 3 min bei 90-96°C, vorzugs- 

♦ 

weise bei 94 °C erfolgt. 

« * ■ 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 14-19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS im Schritt d) die Amplif ikationsprodukte 
gelelektrophoretisch, vorzugsweise auf einem Agarosegel, 
nachgewiesen und dazu vorzugsweise mit Ethidiumbromid 
eingefSrbt werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 14-20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS eine DNA-Seguenz aus dem Pilz-Gen fur die 
18ssu-rRNA amplif iziert wird. 

22. Nucleo t ids equenz SEQ ID-No : 1 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll . 

23. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 2 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll. 
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24 . Verwendung der Nucleotidsequenzen nach Anspruch 22 und/oder 
Anspruch 23 zum Anpiif izieren eines Segmentes von Pilz-DNA. 

25 . Verwendung der Nucleotidsequenzen nach Anspruch 22 und/oder 
Anspruch 23 als Primer bei einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 14 - 21 ♦ 

26. Kit zum Nachweisen von Pilz-DNA in einer Untersuchungs- 
Idsung, dadurch gekennzeichnet, daS er an die DNA von einer 
Vielzahl von Pilzspezies bindende Primer fiir eine 
Polymerase-Kettenreaktion enthSlt. 

27 . Kit nach Anspruch 26 , dadurch gekennzeichnet, dafi er als 
Primer die Nucleotidsequenzen aus Anspruch 21 und/oder 
Anspruch 22 enth&lt. 

28 . Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1-21. 

29. Verfahren zum Identifizieren von Pilzspezies, vorzugsweise 
durchzuf Qhren im Zusammenhang mit dem Verfahren nach einem 
der Ansprilche 1 bis 11 oder 14 bis 21 , gekennzeichnet durch 
den zusatzlichen Schritt: 

e) Bestiramen von fur die Pilzspezies kennzeichnenden 
Nucleotidsequenzabschnitten der in der Untersuchungs- 
losung enthaltenen DNA. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dafi 
im Schritt e) die Pilz-DNA oder Segmente der Pilz-DNA, 
die ggf . zuvor gemafi Schritt c) amplifiziert wurden, mit 
DNA-Sonden hybridisiert werden, die fur bestimnte Pilzstamme 
tind/oder -spezies spezifisch sind, wobei der Test der 
erfolgten Hybridisierung dann zur Identif izierung der 
Pilzspezies fuhrt. 
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31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Testen der erfolgten Hybridisierung die Sonden mit 
Digoxigenin markiert und die Hybride z.B. nach der Southern 
Blot-Methode nachgewiesen werden. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 Oder 31, dadurch gekennzeichnet, 
daS als DNA-Sonden eine Oder inehrere der NUcleotidsequenzen 
SEQ ID-No: 3 bis SEQ ID-No: 8 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll verwendet werden. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daS 
die DNA-Sonden sequentiell nacheinander, vorzugsweise in 
der Jieihenf olge SEQ ID-No : 3, SEQ ID-No : 8, SEQ ID-No : 6, 
SEQ ID-No : 7, SEQ ID-No : 4 und SEQ ID-NO: 5 eingesetzt 

werden und jeweils die Hybridisierung getestet wird. 

* 

34. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 3 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll . 

35. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 4 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll . 

36. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 5 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll 

37. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 6 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll . 

■ • 

38. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 7 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll . 

39. Nucleotidsequenz SEQ ID-No : 8 aus dem beiliegenden 
Sequenzprotokoll. 



I 

b 
L 

« 
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40- Verwendung einer oder mehrerer der Nucleotidsequeiizen aus 
den AnsprQchen 34 - 39 als DNA- Sonde zum Identif izieren 
von Pilzspezies. 

41. Verwendung einer oder mehrerer der Nucleotidsequenzen aus 
den Anspruchen 34 - 39 als DNA- Sonde bei einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 29 - 33. 

42 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 34 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida albicans. 

* 

43 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 35 zum Nachweis 

» « 

der. Pilzspezies Candida glabrata. 

44. Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 36 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida krusei. 

45 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 37 zum Nachweis 
der Pilzspezies Candida tropicalis. 

46. Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 38 zum Nachweis 
*er Pilzspezies Candida parapsilosis . 

* ■ * 

» ■ 

47 . Verwendung der Nucleotidsequenz aus Anspruch 39 zum Nachweis 
von Pilzspezies der Gattung Aspergillus. 

48. Kit zum Identif izieren von Pilzspezies, dadurch gekenn- 
zeichnet, r**R er an spezifische Nucleotidsequenzabschnitte 
der DNA der jeweiligen Pilzspezies hybridisierende DNA- 
Sonden enth&lt. 

49. Kit nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet , daE er als 
DNA-Sonden eine oder mehrere der Nucleotidsequenzen aus 
den Anspriichen 34 - 39 enthSlt. 
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50. Kit nach Anspruch 48 , dadurch gekennzeichnet, dafi er als 
DNA-Sonden an das Pilz-Gen fur die l8ssu-rRNA bindende 
Nucleotidsequenzen enthSlt . 

51. Verfahren zum Nachweisen von Pilzzellen in Vollblut, mit 
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- - . • - 
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hierten Pilz-DNA, vorzugsweise zumindest eines 
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1" 




La 



Nachweis der Anplifikationsprodukte in Form einer 
Ja/Nein-Entscheidung, und . 

- Zuordnung der Amplif ikationsprodukte zu einzelnen 
Pilz-Spezies durch Hybridisierung mit DNA-Sonden, 
die fixr bestinimte Pilzstamme und/oder -spezies 
spezifisch sind. 

52 . Verfahren nach Anspruch 51 und einem der Anspruche 1 bis 
11 Oder 14 bis 21 oder 30 bis 33. 

53 . Kit zur Durc hfflhr ung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
51 Oder 52 . 
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das Pilz-Gen der l8ssu-rRNA bindende Primer fir eine 
Polymerase-Kettenreaktion sowie DNA-Sonden enthSlt, die 
fur bestiramte Pilzst&mme und/oder -spezies spezifisch sind 
und an das jeweilige Pilz-Gen fur die 18s f su-rRNA binden. 
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2. AnsprUche 1,2,28 teilwelse, und Anspruche 14-54 



1. [Xl Da der Anmelder alle erforderUchen zusJUzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig enirichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchterbaren Anspruche der international en Anmeldung. 



2 1 I Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitiaufwand durchgefuhrt werden konnie, der eine 

zusattliche Recherchengebuhr gerechlfertigt hatte, hat die IntemaUonak Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 

Gebuhr aufgeforderi. 



I. |1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzhchen RecherchengebOhren rechtzeitig enirichtet hat, ersireckt sich dieser 
— intemationak Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalcn Anmeldung. fur die Gebiihren enirichtet worden 
sind, namlich auf die AnsprUche Nr. 



("I Der Anmelder hat die erforderUchen zusatzhchen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichteu Der internationale Recher- 
— chenbericht beschrankl sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfmdung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
rifle 



Bemerkungen hingrhtlirh 



j j Die zusatzhchen Gebtihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlL 
| )( j Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgie ohne Widerspruch. 
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